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Slika 1: Prikaz genoma virusa, binarnih vektorjev in rezultatov analiz pri 
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Rastlinski virusi napadajo pomembne agrikulturne in hortikulturne rastline in tako povzročajo 
izjemno škodo v gospodarstvu po celem svetu (Choudhary in sod., 2020). Okužene rastline 
predstavljajo upad kakovosti in količine pridelka, prav tako pa je povišana možnost okužbe z 
drugimi patogeni in občutljivost na zunanje dejavnike, ki povzročajo stres (Fuchs in sod., 2008). 
Okužba znižuje tudi kaljivost semen, zmanjša rast sejancev in mladih rastlin, zniža prijem 
cepičev in zmanjša ukoreninjenje potaknjencev (Agrios, 1988). Zaradi visoke raznolikosti 
virusov se pojavlja velik razpon simptomov bolezni, a s tem tudi možne poti pridobitve 
odpornosti na rastlinske viruse (Lewsey in Carr, 2019). Poseganje v dominantni gen za 
rezistenco ali R gen je privedlo do razvoja rezistence v patogenih, zato so se usmerili na 
gostiteljeve gene za občutljivost ali S gene. S geni regulirajo gostiteljev imunski sistem in 
gostiteljeve proteine, s katerimi lahko patogen ob okužbi manipulira, da delujejo v prid 
patogenu. S to alternativo bi pridobili širokospektralno in trajajočo rezistenco, saj bi spremenili 
interakcijo med gostiteljem in patogenom. Natančno poseganje v genom nam je omogočila 
iznajdba nukleaz, ki jih lahko programiramo. Genomsko preurejanje je močno orodje za 
poseganje v interakcije med rastlino in patogenom ter za pridobivanje odpornosti na viruse. 
Najbolj se razvija CRISPR (angl. Clustered regulary interspaced short palindromic repeats)/Cas 
(angl. CRISPR associated protein) tehnologija, njena uporaba se je povečala, tehniko pa še 
naprej razvijajo, kar omogoča iznajdbo novih metod za genetsko izboljšavo rastlin, 
pridobivanje rezistence na rastlinske viruse in različne aplikacije sistema (Langner in sod., 
2018; Zhao in sod., 2020). 
V prvem delu diplomske naloge predstavljam mehanizem okužbe, delovanje rastlinskih virusov 
in odziv rastlin na infekcijo. V nalogi opisujem delovanje različnih CRISPR/Cas sistemov, ki 
ciljajo na DNA (angl. Deoxyribonucleic acid) in RNA (angl. Ribonucleic acid) genom. V 
drugem delu diplomske naloge so izpostavljene novejše študije o uporabi metod genomskega 
preurejanja za pridobitev rezistence na rastlinske viruse v kmetijskih rastlinah. Namen dela je 
predstaviti različne možnosti aplikacij metod genomskega preurejanja ali biotehnološkega 
poseganja v genom za pridobitev odpornosti in izboljšanje lastnosti kmetijskih rastlin. 
2 RASTLINSKI VIRUSI 
Virusi so majhni patogeni, ki nimajo celičnih mehanizmov in so obligatni paraziti, saj se lahko 
replicirajo in razmnožujejo le s pomočjo gostitelja oz. v drugih živih celicah. Prvi virus, ki so 
ga odkrili, je bil rastlinski virus TMV (angl. Tobacco mosaic virus), ki sta ga odkrila nizozemski 
mikrobiolog Martinus Beijerinck in ruski raziskovalec Dmitrii Iwanowski v 19. stoletju. Od 
takrat so našli in opisali ogromno virusov, ki jih danes uporabljamo kot pomembno orodje v 
biotehnologiji (Choudhary in sod., 2020). Čeprav jih v večini poznamo kot uničevalce, 
predstavljajo pomemben del ekosistema. Rastlinski virusi rastline uničujejo, a jih lahko tudi 
ščitijo in okrepijo, saj so z virusom okužene rastline v raziskavi bile bolj odporne na sušo in 
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nizke temperature, kot neokužene (Roossinck, 2008). Roossinck (2011) ugotovi, da so lahko 
koristni v gostiteljih, kot so bakterije, glive in živali in rastline. Virusi so zelo raznoliki in razvoj 
novih metod, kot sta metagenomika in metatranskriptomika, kjer lahko DNA in RNA 
sekvenciramo in analiziramo direktno iz okolja, brez izolacije, gojenja in čiščenja virusov, nam 
omogoča boljše razumevanje njihove vloge v naravi in nam olajša pridobivanje novih podatkov, 
na podlagi katerih jih lahko identificiramo in klasificiramo (Lewsey in Carr, 2019). 
Viruse delimo glede na tip nukleinske kisline: deoksiribonukleinska kislina ali DNA in 
ribonukleinska kislina ali RNA. Približno 80 % rastlinskih virusov, ki jih poznamo, imajo RNA 
genom. RNA viruse delimo glede na to, ali je RNA molekula dvoverižna (angl. Double stranded 
ali ds) ali enoverižna (angl. Single stranded ali ss). Enoverižna RNA je lahko pozitivno (od 5' 
konca do 3' konca) ali negativno (od 3' konca do 5' konca) usmerjena, kar pomeni, da pozitivno 
usmerjena lahko deluje direktno kot mRNA (angl. Messenger RNA) in se lahko virusna RNA 
prevede direktno v virusne proteine, negativno usmerjena pa izraža svoje proteine s sintezo 
pozitivno usmerjene RNA, ki lahko deluje direktno kot mRNA in je komplementarna 
enkapsulirani oz. prvotni negativno usmerjeni sekvenci RNA (Lewsey in Carr, 2019). 
2.1 VSTOP RASTLINSKIH VIRUSOV 
Virusi niso sposobni sami predreti celične stene in kutikule, zato lahko v rastlino vstopijo preko 
ran, s pomočjo prenašalcev, kot so insekti, in s prenosom skozi generacije, kar pomeni s 
semenom ali cvetnim prahom, kar imenujemo tudi vertikalni prenos. Možen je tudi prenos 
virusov preko okužbe z glivo (Lewsey in Carr, 2019). Virusna okužba se pri kmetijskih rastlinah 
lahko razširi zelo hitro, saj se z obdelovanjem površin virusi lahko širijo ob kontaktu z 
okuženim orodjem, prav tako pa je raznovrstnost virusov visoka, kar otežuje generiranje 
odpornosti in lahko privede do hkratne okužbe z več virusi (Bernardo in sod., 2018). Večina 
rastlinskih virusov je za preživetje odvisna od insektov, ki predstavljajo vektor za vstop virusa 
v rastlino. Najpogosteje so ti insekti iz redu polkrilcev (lat. Hemiptera), predstavniki so pa listne 
uši, listnice, škržati in ščitkarji (Whitfield in sod., 2015). 
Prenos preko insekta lahko poteka na več načinov. Prvi je tak, da se virus zgolj veže na zunanji 
del insekta in ne vstopi v telo žuželke. Tak prenos poteka tako, da se virus tekom hranjenja veže 
na zunanji predel ust in se ob sekreciji sline na novem mestu hranjenja sprosti in vstopi v 
rastlinsko celico. Virus se na zunanje dele insekta veže z virusno ovojnico oz. s kapsidnimi 
proteini ali CP (angl. Capsid protein), nekateri virusi pa kodirajo pomožne faktorje, ki vežejo 
specifično domeno treh aminokislin v CP in delujejo kot mostiček za vezavo. Pri drugem načinu 
virus vstopi v žuželko preko cevke, ki predstavlja usta, in je sestavljena iz dveh kanalov. Virus 
vstopi preko kanala za hrano, a je odvisno od virusa in vrste insekta, kje točno v telesu se bo 
nahajal. Najprej vstopi v sprednje črevesje, nato v srednje in zadnje črevesje, lahko pa je v 
telesni votlini, preko katere vstopi v žlezo slinavko in preko sline okuži rastlinsko celico. Ob 
vstopu v žuželko je možno, da se med insektom in virusom razvije vzajemna simbioza in takrat 
žuželka ni okužena, lahko pa virus dejansko okuži celice insekta in začne z replikacijo v 
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vektorju. Vzajemna simbioza se razvije, saj imajo nekateri insekti specializirane celice, ki 
ujamejo bakterije, ki proizvajajo simbionin. Simbionin ščiti delce virusa, ki se prenašajo po 
telesu in tako onemogoča okužbo ter zagotavlja varen prenos virusa skozi telo insekta (Lewsey 
in Carr, 2019; Brault in sod., 2010). 
2.2 PRENOS VIRUSA PO RASTLINI 
Ko virus vstopi v rastlinsko celico, lahko izgubi ovojnico, po citoplazmi pa se prenaša s 
pomočjo aktina in mikrotubulov. Transkripcija in replikacija virusne nukleinske kisline lahko 
poteče v citoplazmi ali v jedru, kjer se virusni genom lahko integrira v gostiteljevega (Leopold 
in Pfister, 2006). Virus v jedro vstopi z vezavo na NPC (angl. Nuclear pore complexes) 
(Whittaker in sod., 2000). Virus okuži drugo celico preko simplasta oz. preko plazmodezem. 
Plazmodezme so strukture v celični steni rastlinske celice, ki omogočajo transport informacij, 
molekul med celicami. Za prenos so odgovorni mehanizmi, ki ustrezno modificirajo poro. V 
teh mehanizmih sodelujejo virusni transportni proteini in faktorji, ki jih kodirajo virusi in so 
odgovorni za koordinacijo in regulacijo prenosa nukleinskih kislin. Plazmodezme so povezane 
s floemom, ki vodi do drugih organov, saj se po njem prenašajo sladkorji in druge kompleksne 
molekule, kot je RNA in molekule proteinov. Po floemu se snovi prenašajo na dolge razdalje, 
kar lahko vodi do sistemske okužbe. Od posameznega virusa je odvisno, ali lahko inducira 
sistemsko okužbo, saj nekatere okužbe ostanejo le v določenem tkivu  (Niehl in Heinlein, 2010). 
Poznamo dva tipa mehanizmov prenosa virusa skozi plazmodezme oz. dva tipa proteinov 
odgovornih za prenos virusa. Pri prvem načinu delovanja pride do interakcije med transportnimi 
proteini in med gostiteljevimi faktorji z namenom, da se poveča permeabilnost plazmodezme z 
razvijanjem sekundarne strukture virusne nukleinske kisline. Pri drugem tipu prenosa 
transportni proteini formirajo tubule, ki obdajo notranji del plazmodezme, ki so zato dovolj 
široke, da se prenese celoten virusni delec (Lewsey in Carr, 2019). 
2.3 REPLIKACIJA 
Ko je virusni genom brez ovojnice, se začne transkripcija in translacija virusnega genoma, kar 
imenujemo virusna replikacija. Rastlinski virusi imajo različne vrste genoma, zato imajo 
različne mehanizme replikacije (Lewsey in Carr, 2019). 
2.3.1 DNA 
Dve družini rastlinskih virusov, Geminiviridae in Nanoviridae, imata ssDNA genom in 
predstavljata 17 % vseh do zdaj poznanih rastlinskih virusov (International Commitee on 
Taxonomy of Viruses, 2012). Caulimoviridae je edina družina rastlinskih virusov z dsDNA 
genomom. V procesu pomnoževanja je prisotna RNA in za to je potreben encim reverzna 
transkriptaza, ki poskrbi za obratno prepisovanje. Transkripcija poteka v treh korakih: 
iniciacija, elongacija in terminacija. Transkripcija se začne z interakcijo med kompleksom 
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transkripcijskih faktorjev in promotorjem DNA. Aktivira se tudi encim RNA polimeraza, ki 
začne transkripcijo DNA v mRNA in se konča s specifičnim signalom, kot je poliadenilacijsko 
mesto (Hull, 2014). 
Replikacija poteče v jedru gostiteljeve celice in se začne tako, da endonukleaza formira zanko 
na specifični lokaciji na genomu, imenovani ori mesto (angl. Origin of replication). Helikaza 
cepi dvojno vijačnico DNA, topoizomeraza pa omogoči odvitje DNA. Tako nastanejo 
replikacijske vilice. DNA polimeraza začne delovati na 3' koncu šablone, torej dela verigo od 
5' proti 3' koncu. Sodeluje primaza, ki sintetizira začetne RNA oligonukleotide, ki jih DNA 
polimeraza podaljša in tako tvori komplementarno enojno verigo DNA. Ker je druga veriga 
DNA usmerjena od 5' proti 3' koncu, DNA polimeraza deluje v obratni smeri in ni kostantne 
replikacije. Fragmenti, ki nastajajo se imenujejo Okazaki fragmenti in so podaljšani, ko primaza 
sintetizira RNA oligoukleotide in tako se formirata obe verigi. DNA ligaza ju poveže v dvojno 
vijačnico. Novo nastala veriga dsDNA se zapakira v kapsido. Tako nastane nov virus, ki je 
pripravljen, da okuži novo rastlino. Drugi način replikacije DNA genoma je, zdrs fragmentov 
ob replikaciji, zato se replicira le ena veriga naenkrat oz. nastaja ssDNA. Sinteza druge verige 
poteka s kopiranjem prve v dsDNA (Swiss Institute of Bioinformatics, 2020c). 
2.3.2 RNA 
Rastlinski virusi z dsRNA genomom spadajo v družino Reoviridiae in predstavljajo 5 % vseh 
rastlinskih virusov. Poteče transkripcija dsRNA v mRNA, ki je dovolj za translacijo in 
replikacijo. Translacija poskrbi za proteine, potrebne za replikacijo in enkapsidacijo. 
Replikacija se zgodi v citoplazmi in prevede ss mRNA v dsRNA. A ker rastlinske celice same 
ne producirajo dsRNA, imajo mehanizme za njihovo detekcijo in odstranitev, zato virusi z 
dsRNA genomom replicirajo svoj genom v kapsidah, ločeno od rastlinskih mehanizmov 
(Lewsey in Carr, 2019). 
Virusi s pozitivno usmerjeno ssRNA predstavljajo 65 % vseh rastlinskih virusov. Identificirali 
so več kot 60 rodov rastlinskih virusov s pozitivno usmerjenim ssRNA genomom, a še vedno 
ne poznamo vseh mehanizmov replikacije. Splošni mehanizem replikacije virusov s pozitivno 
usmerjeno ssRNA je, da molekula RNA služi kot mRNA. Ob infekciji se pozitivno usmerjena 
ssRNA prevede v poli protein oz. replikazo, ki sintetizira komplementarno negativno usmerjeno 
verigo, kjer pozitivno usmerjena veriga služi kot šablona, kasneje pa novo nastalo negativno 
usmerjeno RNA uporabi kot šablono za sintezo nove pozitivno usmerjene RNA. Sinteza nove 
RNA poteka v smeri 3' proti 5' koncu verige. Virusna replikaza je termin, ki se uporablja skupno 
za encimsko aktivnost treh ali več encimov med replikacijo: od RNA odvisna RNA polimeraza 
ali RdRp (angl. RNA dependent RNA polymerase), helikaza in metiltransferaza. RdRp 
katalizira formacijo fosfodiesterske vezi med ribonukleotidi in RNA šablono. Helikaza je 
encim, ki s hidrolizo ATP razvije RNA. Metiltransferaza prenese metilne skupino na 
nukleinsko kislino. Replikacija se dogaja v citoplazmi gostiteljske celice ali v invaginirani 
membrani, da ne pride do detekcije vmesne dsRNA. Zgodi se v replikacijskem kompleksu, ki 
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sestoji iz RNA molekul, ki služijo kot šablone, iz na novo sintetiziranih RNA molekul, iz 
virusne replikaze in iz gostiteljevih faktorjev. Replikacijski kompleks ima 3 faze: iniciacija, 
elongacija in terminacija. Gostiteljevi faktorji so v interakciji z virusnimi produkti ali virusno 
nukleinsko kislino. Lahko so nujni za replikacijo ali pa jo stimulirajo ali inhibirajo. So nujno 
potrebni, saj virusi ne kodirajo vseh informacij, potrebnih za replikacijo. Eni izmed 
najpomembnejših so gostiteljevi translacijski faktorji (Swiss Institute of Bioinformatics, 2020f; 
Lewsey in Carr, 2019). 
Virusi z negativno usmerjeno ssRNA predstavljajo 10 % vseh rastlinskih virusov. Nekateri geni 
so prepisani v proteine preko komplementarne RNA. Negativno usmerjena ssRNA je 
komplementarna mRNA, ki jo RdRp pred translacijo pretvori v pozitivno usmerjeno ssRNA, 
ki služi kot virusna mRNA, ki se na gostiteljevih ribosomih prevede v proteine, za produkcijo 
novega virusa. Tvori se replikacijski kompleks, ki na koncu mRNA sintetizira poliadenilacijski 
rep, saj je na negativno usmerjeni RNA trankripcijski stop signal. Nova sintetizirana mRNA ali 
pozitivno usmerjena RNA služi kot šablona za sintezo nove negativno usmerjene ssRNA, za 
sintezo CP in za sintezo drugih proteinov, potrebnih za replikacijo. V procesu pomnoževanja je 
nujno potrebna sinteza DNA iz RNA, za kar je nujno potrebna reverzna transkriptaza (Swiss 
Institute of Bioinformatics, 2020d; International Commitee on Taxonomy of Viruses, 2012). 
2.4 SPREMEMBE V RASTLINI OB VIRUSNI OKUŽBI 
Kakšni so simptomi virusne okužbe, je odvisno od porabe gostiteljevih virov za preživetje 
virusa in interakcije med virusom in rastlino, ki je pa odvisna od lastnosti specifičnega 
virusnega proteina ali sekvence virusne nukleinske kisline in ne toliko od količine virusa, ki 
nastane ob okužbi. Elektronska mikroskopija je pokazala spremembe v celični ultrastrukturi. 
Pri rumenem mozaičnem virusu repe ali TYMV (angl. Turnip yellow mosaic virus) je zaradi 
izgradnje replikacijskega kompleksa pri replikaciji pozitivno usmerjenih enoverižnih RNA 
molekul prišlo do interakcije z membrano kloroplasta, kar vodi do agregacije kloroplastov in 
invaginacije zunanje membrane kloroplasta. Okužene celice lahko vsebujejo inkluzije 
virusnega materiala, recimo proteinov. Gledano na makroskopski ravni, se pojavljajo vzorci, 
kot je mozaik ali črte. Celice, ki mejijo na žile, pa postanejo svetlo zelene, rumene ali celo bele 
barve. Vzorci nastanejo zaradi tkiva, kjer celice ne proizvajajo dovolj klorofila in je rumene ali 
svetlo zelene barve. To tkivo obdaja zdravo tkivo, ki je temno zelene barve, vsebuje manjšo 
količino virusa ali pa je posledica lokaliziranega utišanja RNA, ki je eden izmed glavnih 
mehanizmov obrambe pred virusno okužbo. Celice, ki mejijo na žile, pa postanejo svetlejše, 
prozorne zaradi degradacije kloroplastov. Infekcija lahko drastično vpliva tudi na metabolizem 
rastline. Lahko pride do inhibicije fotosinteze zaradi spontanega prehoda proteinov virusne 
kapside v kloroplaste in njihovega akumuliranja v tilakoidni membrani. Fotosistem II, kjer 
poteka reakcija razgradnje vode, ki je odvisna od svetlobe, ne deluje pravilno in povzroči 
nastanek prostih radikalov, ki poškodujejo celične organele. To vodi do nepravilnega nastajanja 
klorofila in s tem do vzorca mozaika na listih. Spremembe v fotosintezi, respiraciji in 
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translokaciji ogljikovih hidratov vodijo do akumulacije škroba, sprememb v izražanju 
gostiteljevih genov, sprememb encimske aktivnosti in sprememb v fiziologiji. Zaradi 
translociranja ogljikovih hidratov, ki se prenašajo po floemu, pride do porušenja ravnovesja, za 
katero lahko krivimo virusne transportne proteine, ki vplivajo na regulacijo prenosa molekul. 
Porušeno ravnovesje ogljikovih hidratov vpliva na razvoj rastline: kaljenje, vegetativno rast, 
senescenco in cvetenje. Okužba vpliva tudi na signalizacijo s fitohormoni, saj vpliva na 
izražanje avksinov in citokininov in rezultira v abnormalnem razvoju rastline (Lewsey in Carr, 
2019). 
2.5 NARAVNI MEHANIZMI OBRAMBE RASTLINE PRED VIRUSNO OKUŽBO 
V zadnjih letih je napredek pri identifikaciji virusnih proteinov in gostiteljevih faktorjev 
pripomogel k razumevanju mehanizmov interakcije med virusi in rastlinami ter mehanizmov 
obrambe rastline pred okužbo (Lewsey in Carr, 2019). Rastline so izpostavljene mnogim 
patogenom, zato so razvile naravne mehanizme obrambe, kot so prisotnost dominantnega gena 
za rezistenco (R), rezistenca zaradi prisotnosti recesivnega gena, sistemsko pridobljena 
rezistenca in utišanje z RNA (Nagy in Pogany, 2012). Utišanje genov s pomočjo RNA ali RNA 
interferenca (RNAi) je sistem, odgovoren za regulacijo genov in vzdržuje integriteto genoma. 
V višjih rastlinah in insektih deluje tudi kot prilagodljivi inducibilni protivirusni obrambni 
mehanizem. Sestavljen je iz specifičnega zaporedja, ki prepozna in inhibira ekspresijo tarčnih 
genov. Inhibicija je lahko post-translacijska ali transkripcijska (Csorba in sod., 2009). 
Post-translacijsko utišanje genov poteka v citoplazmi, in sicer, ko tarčne oz. virusne dsRNA 
prepoznajo ''dicer-like'' encimi in jih razrežejo na siRNA (angl. small interfering RNA) 
duplekse, ki so v interakciji s proteini, s katerimi tvorijo komplekse inducirane z RNA. Ti 
kompleksi ciljajo na homologne virusne RNA, da jih uničijo. Post-translacijsko utišanje genov 
lahko poteče tudi z mikro RNA ali miRNA, ki se od siRNA razlikujejo po tem, da jih kodirajo 
celični geni in po tem, da se baze parijo nepopolno s homologno tarčno RNA. Transkripcijsko 
utišanje genov pa poteče v jedru. Ekspresija genov je inhibirana zaradi visoke metilacije 
tarčnega lokusa na DNA (Csorba in sod., 2009). 
Virusna infekcija inducira stresne signale in citokine, ki vodijo do translacij za inhibicijo 
replikacije virusnega genoma. Glavni akter na tej poti je gostiteljeva PKR (angl. Protein kinase 
R) pot, ki se aktivira ob prisotnosti virusne dsRNA in dimerizira, avtofosforilira in fosforilira 
eIF2-alfa (angl. Eukaryotic initiation factor) translacijski faktor, ki sodeluje pri začetku 
translacije. Fosforilacija eIF2-alfa faktorja rezultira v prekinitvi translacije celične in virusne 
mRNA (Swiss Institute of Bioinformatics, 2020e). 
Virusi so že razvili zmožnost reprogramiranja metabolizma gostiteljeve celice, da zatrejo 
gostiteljeve obrambne mehanizme, recimo proteine, ki delujejo kot zaviralci utišanja z RNA 
(Nagy in Pogany, 2012). Protinapad gostiteljevim interferenčnim RNA so virusni zaviralci 
utišanja z RNA, ki inhibirajo glavne korake obrambnega mehanizma: vežejo se na dsRNA, da 
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ne pride do razreza na siRNA, vključijo komponente, ki zavirajo komplekse gostiteljev, ki jih 
inducira RNA in inhibirajo encime, ki so potrebni za metilacijo gostiteljeve DNA. Protinapad 
popolni prekinitvi celične in virusne translacije mRNA s fosforilacijo eIF2-alfa faktorja pa je 
inhibicija fosforilacije z direktno modulacijo gostiteljeve PKR poti ali z različnimi mehanizmi, 
kot je modulacija gostiteljeve fosfataze PP1, ki lahko direktno defosforilira translacijski faktor 
eIF2-alfa (Burgyán in Havelda, 2011; Swiss Institute of Bioinformatics, 2020e). 
Eden izmed procesov obrambe je avtofagija, kjer se velik del citoplazme zapakira v vezikel, ki 
ga lizosom degradira. Virusne komponente, ki so v citoplazmi so zajete v vezikel, ki je kasneje 
uničen. Problem predstavljajo pozitivno usmerjeni RNA virusi, ki replikacijo dsRNA skrivajo 
v veziklih v citoplazmi in virusi, ki uporabljajo vezikle za izhod brez lize celice. (Swiss Institute 
od Bioinformatics, 2020b). Apoptoza je nadzorovan proces celične smrti, ki je eden izmed 
odzivov celice na infekcijo. Encimi, ki ta proces nadzorujejo so kaspaze, ki katalizirajo glavne 
korake. Mnogi virusi so razvili mehanizme, ki podaljšujejo celično viabilnost, drugi pa 
mehanizme ki vzpodbujajo apoptozo, saj je njim koristna (Swiss Institute of Bioinformatics, 
2020a). 
3 METODE GENOMSKEGA PREUREJANJA 
Metode genomskega preurejanja temeljijo na uporabi nukleaz, ki so specifične za sekvenco, kot 
so meganukleaze (MN), nukleaze z motivi cinkovih prstov ali ZFN (angl. Zinc finger 
nucleases), TALE nukleaze ali TALEN (angl. Transcriptor activator-like effector nucleases) in  
CRISPR (angl. Clustered regulary interspaced short palindromic repeats)/Cas (angl. CRISPR 
associated protein) sistem (Langner in sod., 2018). Zaradi nujnosti sofisticiranega proteinskega 
inženiringa, sinteze proteina in validacije pri tehnikah MN, ZFN in TALEN, so te tehnike manj 
praktične in težje, zato se je povečala uporaba CRISPR/Cas sistema in razvoj novih 
CRISPR/Cas variant (Das in sod., 2019). 
Nukleaze povzročijo prelome obeh dveh verig DNA, ki jih popravijo popravljalni mehanizmi. 
Pri rastlinah poznamo dva različna popravljalna mehanizma: NHEJ (angl. Non-homologous 
enjoining) in HDR (angl. Homology-directed repair). Razlikujeta se po tem, da NHEJ za 
ligacijo koncev ne potrebuje homologne šablone, medtem ko jo HDR potrebuje za vodenje 
poprave preloma. NHEJ mehanizem je pogost, a ima večjo frekvenco mutacij kot HDR 
mehanizem, kar pomeni, da je HDR mehanizem bolj natančen. HDR je manj učinkovit, saj 
potrebuje visok procent homologije med molekulama DNA: DNA, ki služi kot šablona in 
poškodovana DNA. Zaradi zmožnosti kontroliranja modifikacij je bolj zaželen HDR 
mehanizem (Langner in sod., 2018). 
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3.1 CRISPR/CAS SISTEM 
CRISPR je lokus tandemskih ponovitev, prekinjenih s kratkimi unikatnimi zaporedji DNA, ki 
so ga našli v prokariontih in arhejah, ki služi kot imunski sistem za obrambo pred fagi in 
konjugacijskimi plazmidi, iz katerih tudi izvira. Danes ga uporabljamo za genomsko 
preurejanje v različnih evkariontskih vrstah (Ali in sod. 2015). Je dvokomponentni sistem, ki 
sestoji iz sgRNA (angl. Single guide RNA) molekule, ki išče tarčne regije in Cas proteina 
nukleaze, ki cepi DNA ali RNA. Ko v celico vstopi tuja DNA, jo sgRNA molekule prepisane 
iz CRISPR lokusa skupaj s Cas proteinom prepoznajo in cepijo. Za indukcijo preloma dvojne 
vijačnice DNA potrebuje specifično PAM (angl. Protospacer adjacent motif) sekvenco, ki lahko 
variira, glede na to, iz katere bakterije izvira. Prelom pa popravita HDR ali NHEJ mehanizma. 
Najprej so odkrili nukleazo Cas9, a ker lahko ta cilja le na DNA genom, so iskali še naprej in 
analizirali bakterijski genom ter našli še več novih nukleaz, ki ciljajo na DNA ali RNA genom 
(Langner in sod., 2018). 
3.1.1 Metode dostave CRISPR/Cas sistema v rastlino 
Metode za prenos CRISPR/Cas reagentov v rastlinske celice so genska transformacija z 
bakterijo Agrobacterium tumefaciens, prenos z virusnim vektorjem, transfekcija s protoplasti, 
biolistika in uporaba nanodelcev kot platformo za dostavo sgRNA in Cas proteina (Ran in sod., 
2017). 
Transformacija z A. tumefaciens se uporablja za transgeno izražanje obeh komponent sgRNA 
in Cas proteina. Ta metoda je široko uporabljena v različnih rastlinah, a ima nekaj slabosti, kot 
je odvisnost od rastlinske vrste, saj so nekatere rastline nagnjene k transformaciji ali regeneraciji 
celotne rastline. Ena izmed slabosti je tudi vnos tuje DNA. V tem primeru je to vnos genoma 
A. tumefaciens v rastlinske celice in s tem se ovira komercializacija gensko spremenjenih in 
gensko preurejenih rastlin, prav tako pa lahko dolgotrajno izražanje CRISPR/Cas poveča 
pogostost neželenih dogodkov oz. napak (Ran in sod., 2017). 
Prenos z virusnim vektorjem je bil učinkovit ob uporabi DNA in RNA virusov. Učinkoviti DNA 
virusi so bili BeYDV (angl. Bean yellow dwarf virus), ki škoduje grahu, CaLCuV (angl. 
Cabbage leaf curl virus), ki škoduje zelju in WDV (angl. Wheat dwarf virus), ki škoduje pšenici. 
Ti virusi spadajo v družino Geminiviridae in imajo krožno ssDNA. Viruse so spremenili v 
replikacijske sisteme, ki niso sposobni okužbe, saj so jim zamenjali gene za MP in CP s tujimi 
sekvencami, kot so kasete za ekspresijo Cas proteina in sgRNA. (Kalinina in sod., 2020) 
Učinkoviti RNA virus pa je bil TRV (angl. Tobacco rattle virus), ki škoduje tobaku in je 
pozitivno usmerjeni ssRNA virus, ki so ga uporabili za analizo funkcij genov z njihovim 
utišanjem in za dostavo sgRNA kot komponente CRISPR/Cas sistema. TRV vektor je 
nesposoben izraziti večje proteine, kot je Cas encim, zato so Kaya in sod. (2017) uporabili 
metodo ločenega proteina, kjer so Cas9 izrazili v dveh fragmentih preko vektorja virusa ToMV 
(angl. Tomato mosaic virus) in bakterija A. tumefaciens je fragmente uspešno ponovno sestavila 
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v aktiven Cas9 encim, ki je zmožen inducirati tarčno mutagenezo. Ta pristop, ki temelji na 
virusih, je potencialno orodje za gensko preurejanje brez integracije in dobro orodje za študije 
funkcionalne genomike. 
Transfekcija s protoplasti je učinkovita v nekaterih rastlinah, prednost pa je, da protoplaste 
lahko transformiramo z DNA, ki izražajo sgRNA in Cas endonukleaze, z RNA (sgRNA in Cas 
mRNA) in s kompleksom sgRNA in Cas protein. Ta tehnika je uspela v tobaku, krompirju in 
solati. Kljub uspešnosti, je regeneracija protoplastov v žive rastline dolg in naporen proces, ki 
zahteva optimizacijo glede na rastlinsko vrsto (Ran in sod., 2017). 
Biolistika je metoda, s katero transformiramo celice z bombardiranjem le-teh z mikronosilci, ki 
so po večini iz zlata in so nosilci DNA molekul. DNA vstopi v celico z gensko puško, ki poskrbi 
za predrtje rastlinske celične stene. Po integraciji DNA v rastlinski genom lahko z regeneracijo 
pridobimo žive rastline. Biolistiko so uporabili za preurejanje brez DNA, kjer so in vitro 
transkripte  oz. sgRNA in Cas9 komplekse bombardirali v celice koruze in pšenice, ki so jih 
kasneje uspešno vzgojili v cele rastline, ki niso transgene, a so gensko spremenjene rastline 
(Ran in sod., 2017). 
Nanobiotehnologija ponuja veliko platform za dostavo makromolekul in kompleksov v celice. 
Khromov in sod. (2018) in Makhotenko in sod. (2019) so razvili novo tehniko, kjer so uporabili 
nano in mikro delce kitozana (angl. Chitosan) kot platformo za dostavo sgRNA in Cas9 
kompleksov preko vakuumske infiltracije. Kitozan je organski polimer, ki je biokompatibilen, 
biorazgradljiv in s strani FDA (angl. Food and Drug Administration) ima podan GRAS status 
(angl. Generally recognized as safe) (Do Céu Teixeira in sod., 2017). Kitozan lahko formira 
komplekse z negativno nabitimi polimeri, kot so nukleinske kisline, proteini in nukloproteini, 
prav tako pa lahko vpliva na rastlinsko permeabilnost, ki vpliva na večji prevzem teh 
kompleksov. Delci kitozana s CRISPR/Cas reagenti so dizajnirani, da ciljajo na fitoen 
desaturazo ali gen za koilin in so predstavljeni rastlini skozi apikalni meristem. Pri študiji so 
uporabili meristem krompirja, nato je potekla regeneracija v viabilne rastline. Genetske in 
fenotipske analize so dokazale uspešnost genomskega preurejanja. Prednost uporabe 
apikalnega meristema je lahka regeneracija. Slabost te metode predstavlja to, da niso 
modificirani vsi aleli koilina oz. gena fitoen desaturaza v tetraploidnem krompirju. Zanimivo 
je tudi to, da so se zgodile delecije 600 nukleotidov v regiji, ki je lokalizirala zraven gena na 5' 
ali 3' koncu in je hkrati vezavno mesto za sgRNA v krompirjevem genomu, medtem ko 
klasičnih indel mutacij niso zaznali. Sklepali so, da so večje delecije posledica hitro deljivih 
meristemskih celic (Khromov in sod., 2018; Makhotenko in sod., 2019). 
3.1.2 CRISPR/Cas9 
Je sistem, ki so ga našli v bakteriji Streptococcus pyogenes kot prilagodljiv imunski sistem. 
Cas9 je protein, velik 100–200 kDa, je endonukleaza in deluje v kompleksu s sgRNA, ki je 
sestravljen iz crRNA (CRISPR RNA) in tracrRNA (angl. Trans-activating CRISPR RNA). 
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Kompleks se veže na ciljno DNA sekvenco in inducira prelom na obeh verigah na lokaciji 3 
nukleotide naprej od PAM sekvence. Pri Cas9 proteinu je PAM sekvenca 5'-NGG-3', kjer je G 
gvanin, N pa katerikoli nukleotid. Interakcija med PAM in Cas proteinom povzroči odvitje 
dvojne verige DNA in formiranje RNA spacerja. Prepoznavanje DNA sekvence vodi crRNA, 
ki je zaporedje dolgo 20 nukleotidov in mora biti komplementarno, da lahko Cas reže obe verigi 
DNA (Yang, 2015). 
Za pridobitev virusne odpornosti s sistemom CRISPR/Cas9 so ciljali ali na virusni genom ali 
na rastlinske S gene oz. faktorje. Prvi so o pridobljeni rezistenci poročali Baltes in sod. (2015) 
ter Ji in sod. (2015), ki so ciljali na krožno ssDNA družine Geminiviridae. Njihova krožna 
ssDNA tekom replikacije sintetizira dsDNA. Ciljali so na dele genoma, ki kodirajo proteine za 
virusno replikacijo, prenos (MP) in za zaviranje gostiteljevega obrambnega mehanizma. 
Rezistenco so pridobili v modelnih rastlinah Nicotiana benthamiana in Arabidopsis thaliana, 
saj ali pride do povečanega izražanja sgRNA-Cas9 ali pa se izražata konstantno. Ali in sod. 
(2015) so ciljali na CP, ki je protein ovojnice, kjer so ciljali na sekvenco v ori mestu, kar je 
zaradi ohranjenosti sekvence pri vseh virusih družine Geminiviridae privedlo do rezistence na 
več virusov iz te družine, ki ogrožajo pomembne agronomske rastline, kot so paradižnik, 
paprika in navadna pesa. 
Če pride do neidealnega parjenja baz med sgRNA in DNA, lahko pride do preloma na nekem 
naključnem lokusu, kar lahko vodi do nepredvidljivih posledic. Specifičnost sgRNA določa 11–
13 nukleotidov na 3' koncu sgRNA in so nujni za natančnost mesta preloma (Jinek in sod., 
2012). Pomembna je pravilna izbira promotorja za izražanje genov za sgRNA in Cas9. Za čim 
večjo učinkovitost je potrebno pazljivo izbrati sekvenco sgRNA in s tem preprečiti napake 
(Pattanayak in sod., 2013). Nekatere kmetijske rastline, recimo koruza, paradižnik, pšenica, 
krompir itd., so poliploidne. Andersson in sod. (2018) so z dostavo ribonukleoproteinskega 
kompleksa do protoplastov krompirja dokazali, da je ob preurejanju tetraploidnega genoma 
krompirja s CRISPR/Cas9 metodo,  manj verjetno, da se je mutacija zgodila v vseh alelih in je 
posebej pomembno preverjanje genoma in prisotnih mutacij. 
3.1.2.1 CRISPR/Cas9 proti RNA virusom 
CRISPR/Cas9 sistem so uporabili za modifikacijo izražanja gostiteljevih genov, ki regulirajo 
rezistenco in občutljivost na virusne infekcije v rastlini. Cas9 nukleaza, izolirana iz 
Streptococcus pyogenes, deluje le na DNA genom in ni sposobna delovanja na RNA viruse, ki 
povzročajo večjo izgubo pridelka kot DNA virusi. Iz Francisella novicida so izolirali FnCas9 
endonukleazo, ki cilja na ssRNA s pomočjo sgRNA. Kompleksna vezava na genom inhibira 
replikacijo in translacijo virusne RNA. FnCas9 lahko regulira izražanje gena za bakterijski 
lipoprotein preko degradacije mRNA z majhnimi RNA v povezavi s CRISPR/Cas (scaRNA). 
Represija sinteze lipoproteinov inducira imunski odziv na infekcijo (Sampson in sod., 2013). 
Zhang in sod. (2018) so transgeno izrazili FnCas9 in sgRNA molekule, ki so ciljale na genom 
virusov iz družine Virgaviridae in Bromoviridae v modelnih rastlinah A. thaliana in N. 
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benthamiana. Transgene rastline so imele 40–80 % manj akumulacije virusa. Rezistenco na 
RNA viruse so poleg iskanja novih Cas endonukleaz poskušali pridobiti tudi s ciljanjem na 
gostiteljeve gene. Virusi iz družine Potyviridae imajo pozitivno usmerjeno ssRNA in za 
translacijo potrebujejo gostiteljeve gene. To so rastlinski faktorji, kot je recimo eIF4E (angl. 
Eukaryotic initiation factor 4E), ki so pomemben del recesivne rezistence na viruse. Brez 
gostiteljevih translacijskih faktorjev, se virus ne more replicirati. Naravna rezistenca na viruse 
iz družine Potyviridae je mutacija eIF4E proteina (Makarova in sod. 2018). Chandrasekaran in 
sod. (2016) so z binarnim vektorjem vnesli Cas9 pod kontrolo 35S promotorja in sgRNA pod 
kontrolo AtU6 promotorja. Cas9/sgRNA sistem je induciral delecije na 5' in 3' koncih eIF4E 
gena, kar je rezultiralo v povišani odpornosti. Problem ciljanja na translacijske faktorje je, da 
se spremeni fiziologija rastline, saj so nujno potrebni tudi za translacijo rastlinskih celic. Ma in 
sod. (2018) poročajo o pritlikavem fenotipu v rižu. 
3.1.3 CRISPR/Cas13 
Cas13 je endonukleaza velika 168 kDa, s katero ciljamo na RNA genom, vodi jo 28 baznih 
parov dolga gRNA in za prepoznavanje tarčnih regij potrebuje PAM sekvenco. Cas13 in 
sgRNA se prekomerno izražata in vplivata na RNA genom virusov, recimo na nekatere viruse 
iz družine Potyviridae, kot je virus mozaika pri tobaku (Aman in sod., 2018). Zhan in sod. 
(2019) so opisali uporabo podobnih metod za pridobitev odpornosti na pozitivno usmerjeno 
ssRNA genom krompirjevega virusa Y, Zhang in sod. (2019) pa za pridobitev imunosti na 
negativno usmerjeni ssRNA genom virusa črtastega mozaika pri rižu iz družine Rhabdoviridae 
in na dsRNA genom virusa južnega riža, ki povzroči pritlikavost in pojav črnih črt, iz družine 
Reoviridae. Endonukleaze, ki direktno ciljajo na virusni RNA genom, so močno orodje za 
preurejanje genoma, a zahtevajo stalno izražanje Cas proteina, kar lahko dosežemo le v 
transgenih rastlinah, kar pa omejujejo regulacije na področju gensko spremenjenih organizmov 
(Kalinina in sod., 2020). 
CRISPR/Cas sistem lahko uporabimo pri diagnostiki in prikazu genoma, recimo virusnega, v 
živih celicah. Gootenberg in sod. (2017) so na podlagi ciljanja Cas13 na RNA genom razvili 
orodje SHERLOCK, ki zazna virusno RNA in DNA. Vzorce se na začetku namnoži z 
reakcijami rekombinaze polimeraze, da se poveča vsebnost tarčne DNA, ali če je tarča RNA 
genom, uporabijo reverzno transkriptazo pred namnoževanjem in produkti se na koncu 
prepišejo s T7 RNA polimerazo. Transkripti so predstavljeni Cas13, ki reže flourescentni 
ssRNA reporter, ki sprosti signal, ko ga Cas13 reže in tako pokaže prisotnost virusnega genoma. 
Leta 2016 so Ma in sod. razvili tehniko prikaza z uporabo katalitično neaktivne Cas9, prepojene 
s flourescentnim markerjem v kompleksu s sgRNA, ki prepozna ciljno mesto na DNA v živih 
celicah. Podobno so Abudayyeh in sod. (2017) uporabili katalitično neaktivno Cas13 (dCas13) 
za prikaz RNA transkriptov v živih celicah. 
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Harrington in sod. (2018) so predstavili set CRRISPR/Cas sistemov iz nekultiviranih arhej. 
Analizirali so podatke in ugotovili, da vsebujejo gen, ki kodira 40–70 kDa velik polipeptid 
Cas14, ki je kompaktna nukleaza dolga 400–700 aminokislin, ki jo vodi RNA. V primerjavi z 
drugimi Cas proteini, ki so dolgi 950–1400 aminokislin, je Cas14 majhen protein. Cas14 
proteini ciljajo na ssDNA genom in so sposobni rezanja verige brez posebnih restrikcijskih 
sekvenc, kot je PAM. Detekcija tarčnih sekvenc, kot so SNPs (angl. Single nucleotide 
polymorphisms) s strani Cas14, sproži nespecifično rezanje ssDNA molekul. Cas14 protein je 
nagnjen k napačnem parjenju v sredini tarčne regije, ki je dolgo 6 nukleotidov. S 
CRISPR/Cas14 bi potencialno ciljali na ssDNA rastlinske viruse. Tarčne regije Cas14 encima 
so lahko v visoko ohranjenih sekvencah v virusnem genomu, kot so sekvence, ki kodirajo 
proteine, ki sodelujejo pri replikaciji in sekvence, ki kodirajo virusne CP (Khan in sod., 2019). 
4 PRIMERI UPORABE SISTEMA CRISPR/CAS ZA PRIDOBITEV ODPORNOSTI 
NA VIRUSE V KMETIJSKIH RASTLINAH 
V zadnjih letih se je število študij o uporabi CRISPR/Cas tehnologije za pridobitev virusne 
odpornosti pri pomembnih kmetijskih rastlinah povečalo. Eden izmed najbolj uporabljenih je 
CRISPR/Cas9 sistem. Tashkandi in sod. (2018) so pridobili rezistenco na virus rumenih in 
uvihanih listov ali TYLCV pri paradižniku. TYLCV (angl. Tomato yellow leaf curl virus) spada 
v družino Geminiviridae, ima krožni ssDNA genom, lahko povzroči 100-odstotno škodo na 
polju, prenaša ga pa insekt Bemisia tabaci. Okužene rastline imajo simptome, kot so 
zadebelitev, majhnost, drugačna oblikovanost in porumenelost listov, kar rezultira v izgubi 
plodov. V študiji so najprej s CRISPR/Cas9 pridobili rezistenco na TYLCV v modelni rastlini 
N. benthamiana, nato pa v paradižniku. Tripathi in sod. (2019) so izboljšali gojenje bananovca 
s ciljanjem s CRISPR/Cas9 na vgrajeno sekvenco virusa BSV (angl. Banana streak virus), ki je 
integrirana v B genom Musa spp. BSV ima dsDNA genom, ki je integriran v genom banane in 
se aktivira ob stresnih pogojih. CRISPR/Cas9 poskrbi za ''knockout'' integrirane virusne 
dsDNA, z uporabo gRNA (angl. Guide RNA), ki prepozna več ponovitev v genomu. Gomez in 
sod. (2018) so s CRISPR/Cas9 preurejanjem translacijskih faktorjev genoma manioke 
zmanjšali simptome bolezni CBSD (angl. Cassava brown streak disease), ki jo povzročata dva 
različna, pozitivno usmerjena ssRNA virusa iz družine Potyviridae: CBSV (angl. Cassava 
brown streak virus) in UCBSV (angl. Ugandan cassava brown streak virus). Virusa za 
preživetje potrebujeta interakcijo med virusnimi proteini in gostiteljevimi translacijskimi 
faktorji, kot je eIF4E in njegove izoforme. Manioka kodira 5 različnih. S ciljanjem na regije 
gostiteljevih faktorjev, ki injicirajo translacijo, so pri mutantih pridobili zmanjšane simptome 
okužbe, kar je v korelaciji z zmanjšanim titrom virusa v mutantih. 
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4.1 PRIDOBITEV REZISTENCE NA VIRUS PRITLIKAVE PŠENICE ALI WDV V 
JEČMENU S CRISPR/CAS9 
WDV (angl. Wheat dwarf virus) lahko tako kot pšenico okuži tudi ječmen. Spada v družino 
Geminiviridae, ki imajo DNA genom, prenaša se preko insektov. Kis in sod. (2019) so 
CRISPR/Cas9 sistem uporabili za pridobitev odpornosti na WDV v ječmenu ali lat. Hordeum 
vulgare. Najprej so mapirali genom virusa WDV, da so pridobili potencialne tarčne sekvence, 
ki morajo biti opremljene s PAM sekvenco. Na koncu so izbrali 4 tarčna mesta v ohranjenih 
regijah: sekvenco, ki kodira proteine za prenos in proteine za ovojnico, sekvenco, ki kodira N- 
konec replikaze, LIR regijo in regijo, ki kodira C-konec replikaze (slika 1, a). Te tarčne regije 
prepoznavajo in iščejo sgRNA konstrukti sgRNA_WDV1-4, ki so na Sliki označeni s sg1-sg4. 
Skonstruirali so jih glede na tarčne sekvence in jih klonirali v binarni vektor (slika 1, b), ki prav 
tako izraža Cas9 in je pod nadzorom 35S promotorja. Prav tako so skonstruirali in vivo 
senzorski sistem: 24 nukleotidov dolgo tarčno sekvenco za sgRNA, ki vsebuje PAM sekvenco 
za start kodonom reporter gena dsRED. Senzorske konstrukte so klonirali v binarni vektor (slika 
1, c), kjer izražanje nadzoruje promotor 35S. Izvedli so ko-transformacijo v A. tumefaciens in 
in ko-infiltracijo dsRED vektorja (slika 1, c) in sgRNA vektorja (slika 1, b). Če je aktivnost 
dsRED inhibirana, pokaže na aktivnost sgRNA, kar lahko vidimo na sliki 2 d, kjer so testirali 
senzoriko med dsRED in sgRNA. M na sliki pomeni nespecifično RNA. Prav tako so 
transgenim rastlinam naredili binarne konstrukte (slika 1, e), ki ujamejo štiri sgRNA, ki so 
specifične za WDV, označene z WDVGuide4Guard, izražajo Cas9 in so pod nadzorom 
ubikvitinskega promotorja Ubi1. S sekvenciranjem in PCR (angl. Polymerase chain reacton) 
analizo so preverili prisotnost transgene kasete, saj fenotipsko ni bilo razlike med transgenim 
in divjim tipom rastline. 
Infekcijo ječmena z WDV so izvedli z insekti Psammotettix alienus, ki so vsebovali vektor z 
virusom. S takšnim vnosom virusa v rastlino so posnemali naravni proces okužbe oz. vstopa 
virusa v gostitelja. Okuževali so rastline s 3 ̶ 4 listi. Izbrali so 4 linije in linije okužene in 
neokužene kontrole, ki so jih hranili v ločenih komorah pod temperaturo 12–15 °C. Monitoring 
procesa infekcije so izvajali z molekularnimi tehnikami, kot je PCR, s katero so detektirali 
prisotnost virusne DNA, z northern blot analizo, s katero so kvantitativno določili replikazo 
RNA specifično za WDV, ki dokazuje aktivno virusno replikacijo. Izvedli so PCR specifičen 
za replikazo, s katero so detektirali prisotnost virusne DNA in northern blot hibridizacijo, s 
katero so kvantitativno določili replikazo RNA specifično za WDV, ki dokazuje, da se virus 
replicira. Da so videli vzorec na gelu, so uporabili etidijev bromid, ki se je vezal na ribosomsko 
RNA. Kot vzorec so uporabili inokulirane liste 7 dni po okužbi in tako naprej (slika 1, f) . Prav 
tako so opazovali fenotip (slika 1, g). Kontrolne rastline, ki so jih okužili, so po 42 dneh po 
infekciji pridobile klasične simptome okužbe z WDV, kot je pritlikavost in akumulacija 
virusnih DNA in RNA produktov, v transgenih rastlinah pa ni bilo znakov okužbe. Ena izmed 
linij je pridobila izjemno učinkovito toleranco na WDV, saj so rastline imele podoben fenotip 
kot kontrolne rastline, ki niso bile okužene, s PCR in northern blot analizama pa niso zaznali 
prisotnosti virusa. Linije 1, 3 in 4 niso vsebovale virusnega genoma. RT-PCR (angl. Reverse 
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transcription PCR) analizo (slika 1, h) so uporabili za potrditev ekspresije različnih konstruktov 
sgRNA v okuženih rastlinah po 112 dneh po okužbi. SgRNA_WDV3 se ni akumuliral pravilno, 
zato so po študiji Hamada in sod. (2000) sklepali, da je to zaradi visoke vsebnosti tirozina (T) 
v ''spacer'' sekvenci, kar lahko rezultira v prekinitvi transkripcije z RNA polimerazo. Koleracije 
med izražanjem Cas9 in rezistenco niso našli. Sekvenciranje PCR produktov tarčne sekvence 
sgRNA_WDV2, ki izvira iz genoma WDV in je en izoliran iz okuženega divjega tipa (WDV1), 
drug pa iz okužene transgene rastline (T0) (slika 1, i). Rdeče označeno polje označuje insercijo 
fenilalaninia, ki kodira TTT nukelotide (Kis in sod., 2019). 
 
Slika 1: Prikaz genoma virusa, binarnih vektorjev in rezultatov analiz pri pridobivanju rezistence na WDV s 
CRISPR/Cas9 (Kis in sod., 2019). 
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Dokazali so, da je CRISPR/Cas9 primerno orodje za pridobitev rezistence na DNA viruse v 
ječmenu in da je pomembna izbira sgRNA in njihova ekspresija, s tem pa tudi optimizacija 
postopkov (Kis in sod., 2019). 
4.2 FUNKCIONALNA ANALIZA KOILINA PRI REZISTENCI NA KROMPIRJEV Y 
VIRUS ALI PVY S CRISPR/CAS9 
Koilin je nuklearni protein in je glavni strukturni protein, ki kontrolira formacijo, kompozicijo 
in aktivnost Cajalovih telesc, ki fizično in funkcionalno sodelujejo z jedrom. Sodelujejo pri 
metabolizmu RNA in izgradnji, modifikaciji, zorenju in transportu ribonukleoproteinskih 
kompleksov, kot je kompleks sgRNA in Cas9. Sodelujejo tudi pri drugih pomembnih celičnih 
funkcijah, kot je proliferacija, RNA metabolizem in odziv na stresne faktorje. Leta 2014 so 
Shaw in sod. v modelni rastlini N. benthamiana pokazali, da koilin in Cajalova telesca vplivajo 
na interakcije med gostiteljskimi rastlinami in virusi. V transgenih rastlinah, v katerih je bilo 
zaustavljeno izražanje gena za koilin z RNA interferenco, so opazili različen odziv na okužbo 
z različnimi virusi. Ker koilin in njemu podobni proteini nimajo striktno evolucijsko ohranjene 
aminokislinske sekvence, so se Makhotenko in sod. (2019) odločili za ciljanje na C-terminalno 
domeno molekule koilina na podlagi prejšnjih študij (Xu in sod., 2005; Toyota in sod., 2010), 
ki so pokazale, da je ta domena odgovorna za interakcijo s celičnimi proteini in za 
funkcionalnost Cajalovih telesc. Izvedli so in vitro sintezo sgRNA, ki je komplementarna dani 
sekvenci genov in in vitro sintezo Cas9 proteina, ki so ju zmešali v reakcijski pufer in inkubirali 
na 25 °C za 15 minut in tako dobili ribonukleoproteinski kompleks sgRNA in Cas9.  
Krompir je na 4. mestu, takoj za rižem, pšenico in koruzo po količini pridelka na leto, zato 
predstavlja pomembno kmetijsko rastlino, ki je občutljiva na različne patogene, kar rezultira v 
izgubi pridelka. Za preurejanje so izbrali meristem krompirja vrste Solanum tuberosum, 
kultivarja Chicago in v velikosti 100–200 µm.  Meristeme so prenesli v petrijevke z MS 
gojiščem brez dodanih hormonov in jih obdelali z gensko puško z zlatimi mikrodelci (0,6 µm) 
ali z infiltracijo s kitozan mikrodelci (0,6–0,8 µm), kjer so mikrodelci kot platforma oz. nosilci 
za sgRNA in Cas9 kompleks. Obdelane meristeme so prenesli na MS gojišče z dodanimi 
fitohormoni in jih inkubirali 5 tednov. Rastline so se regenerirale, njihovo DNA pa so analizirali 
po fragmentih. Tiste, ki so jih identificirali kot mutante, so genotipizirali, DNA izbranih linij 
regeneriranih rastlin so pa izolirali v celoti. Kot kontrolo so 150 nukleotidov dolg fragment 
tarčne sekvence amplificirali in klonirali v izbran vektor, ki so ga transformirali v Escherichia 
coli. Za vsako mutirano linijo, so imeli vsaj 30 kontrolnih kolonij, iz katerih so izolirali DNA 
plazmid in ga sekvencirali. Izbrali in poimenovali so linije: kontrolne linije za obe izbrani liniji, 
linijo D15 in linijo F25. Linijo D15 so pridobili z bombardiranjem z zlatimi mikrodelci, linijo 
F25 pa z infiltracijo kompleksa  sgRNA in Cas9. Genske analize so pokazale, da so uspeli 
preurediti vsaj en alel v genu koilina, ugotovili so tudi, da je pri obeh linijah D12 in F25 prišlo 
do delecije sekvence v fragmentu, kjer se veže sgRNA, zato se fragmenti niso namnožili v PCR 
(Makhotenko in sod., 2019). 
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Virusno rezistenco so testirali v dveh eksperimentih, kjer so rastline okužili z virusom PVY, ki 
ima pozitivno usmerjeni  ssRNA genom in spada v družino Potyviridae. Prvič so okužili med 
10 in 20 osebkov mladih regeneriranih rastlin krompirja, drugič pa so okužili 10 zrelih osebkov 
krompirja, ki imajo vsaj 5 ali 6 listov. Iz linij obeh eksperimentov so izolirali vso RNA in jo 
analizirali s semikvantitivno RT-PCR. Pri obeh linijah so detektirali manj okuženih rastlin, pri 
liniji D15 so določili približno 2-krat večjo rezistenco kot pri kontrolnih rastlinah, pri liniji F25 
pa so pri nekaterih rastlinah določili 10-krat, pri drugih pa 4-krat večjo rezistenco kot pri 
kontrolni liniji. Pri tej študiji so določevali tudi toleranco na abiotski stres oz. toleranco na sol 
in na osmotski stres, ki so se prav tako povečale v preučevanih linijah krompirja. Čeprav jim v 
študiji ni uspelo popolno izključiti izražanje gena za koilin, se je preurejanje enega alela 
izkazalo v povečani rezistenci na okužbo s PVY, prav tako pa v povečani toleranci na abiotski 
stres. Z uporabo CRISPR/Cas9 tehnologije in metodo vnosa brez plazmida so uspeli preurediti 
genom rastlinske celice in dokazali, da je koilin prisoten pri odzivu rastline na biotski in abiotski 
stres (Makhotenko in sod., 2019). 
4.3 PRIDOBITEV REZISTENCE NA PVY S CRISPR/CAS13 
PVY je nagnjen k mutacijam in rekombinacijam, zato se povečuje genetska raznolikost in 
obstaja več različnih sevov PVY. Zhan in sod. (2019) so analizirali  genome treh PVY in našli 
več ohranjenih sekvenc. Dizajnirali so več različnih sgRNA, ki ciljajo na te ohranjene regije in 
kodirajo CP; protein P3 je membranski protein, ki pomaga pri virusni replikaciji, sistemski 
okužbi, prenosu in stopnji patogenosti; protein, ki formira citoplazemska inkluzijska telesca, ki 
pomagajo pri prenosu virusa in RNA polimerazo odvisno od RNA. Replikacija PVY poteka v 
citoplazmi, zato so skonstruirali binarne vektorje s sintetičnim genom za Cas13a, pod nadzorom 
ubikvitinskega promotorja in sgRNA molekule z repom iz sedmih adenozinov, ki vzbodbudijo 
izvoz sgRNA iz jedra v citosol, pod nadzorom AtU6 promotorja. Cas13a/sgRNA konstrukte so 
v rastline krompirja vnesli s transformacijo z A. tumefaciens. 
Transgene linije so selekcionirali na rastlinskem regeneracijskem mediju z antibiotikom 
kanamicinom kot selekcijskim agentom. Ekspresija Cas13a in sgRNA molekul je bila določena 
s qRT-PCR (angl. Real-time quantitative RT-PCR). Z infekcijo s PVY so preverjali rezistenco 
transgenih linij in linij divjega tipa. Opazovali so vzorce mozaika na listih rastlin, a 25 dni po 
okužbi niso zaznali simptomov bolezni v transgenih. Rezistenco v transgenih rastlinah so 
potrdili z ELISA (angl. Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) analizo in qRT-PCR analizo, 
ki sta pokazali zmanjšano akumuliranje PVY v listih transgenih krompirjev. Izolirali so celotno 
RNA transgenih listov in z northern blot analizo določili akumulacijo PVY, z ELISA in qRT-
PCR analizama pa so določili, da imajo rastline z povečano stopnjo izražanja Cas13a/sgRNA 
močnejšo interferenco z virusno replikacijo. Z uporabo CRISPR/Cas13a so pridobili visoko 
stopnjo rezistence na PVY v rastlinah krompirja. Ker so te rastline transgene, spadajo pod 
trenutno zakonodajo GSO. V nekaterih državah je pod regulacijskimi pogoji možna 
komercializacija transgenih variant (Zhan in sod., 2019). 
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4.4 POVEČANJE VSEBNOSTI IZOFLAVONA IN REZISTENCE NA VIRUS MOZAIKA 
PRI SOJI ALI SMV Z METABOLNIM INŽENIRINGOM Z MULTIPLEKS 
CRISPR/CAS9 
Soja (lat. Glycine max) je stročnica, ki jo gojijo široko v različnih klimatskih pogojih po svetu. 
Iz nje pridobivamo rastlinska olja in proteine visoke kakovosti, vsebuje pa fiziološko aktivne 
substance, kot so izoflavonoidi, ki so sekundarni metaboliti in predstavljajo prednost za 
evkariontske celice: zmanjšujejo možnost nastanka specifičnih rakov v človeških celicah, imajo 
vlogo pri rezistenci na bolezni v rastlinah in sodelujejo kot signalne molekule za indukcijo 
določenih genov (Yu in sod., 2003). Biosinteza poteka po fenilpropanoidni poti, kjer je 
najpomembnejši korak na začetku hidroksilacija flavanona, kot je naringenin, na drugem C 
atomu v ogljikovi verigi, kar katalizira encim izoflavon sintaza (IFS). IFS si deli skupen substrat 
naringenin z flavanon-3-hidroksilazo (F3H) in flavon sintazo II (FNSII). (Zhang in sod., 2020). 
Virus mozaika pri soji SMV (angl. Soya mosaic virus) znižuje donos in kvaliteto soje (Hill in 
Whitham, 2014). Dokazali so, da je polimorfizem GmIFS1 iz soje povezan z rezistenco na SMV 
(Cheng in sod., 2010). 
Zhang in sod. (2020) so v študiji uporabili multipleks sistem genomskega preurejanja za 
metabolni inženiring vsebnosti izoflavona v soji. Konstruirali so 3 multipleks binarne vektorje, 
s katerimi so naenkrat ciljali na 3 regije v genomu soje: GmF3H1, GmF3H1, GmFNSII-1. 
Binarni konstrukti nosijo vsak 4 sgRNA in dsCas9 pod nadzorom GmU6 promotorja. Kompleks 
Cas9/sgRNA je poskrbel za ''knock out'' genov za kompetitivne encime. Genotipska analiza 
rastlin in potomcev je pokazala stabilno dedovanje genov, ki so jih preuredili. Metabolomske 
analize so uporabili za dokazovanje sprememb v izoflavonu in drugih flavonoidov v rastlinah, 
ki so jih spreminjali z multipleks CRISPR in dokazali, da se je vsebnost izoflavonov v mutantih 
povečala, s tem pa tudi rezistenca na SMV. Z blokiranjem metabolnih poti, ki tekmujejo z IFS 
za substrat so povečali tok v metabolno pot izoflavonoidov. 
5 ZAKLJUČEK 
Vsi virusi, ne le rastlinski, se stalno spreminjajo, saj se prilagajajo na okolje in na obrambne 
mehanizme gostitelja, zato se morajo stalno spreminjati in razvijati tudi orodja, s katerimi 
posegamo v njihov genom ali genom gostitelja. Poznamo več rastlinskih virusov, ki se med 
seboj razlikujejo v vrsti genoma, mehanizmu okužbe, prenosa itd., hkrati pa lahko eno rastlino 
okuži več virusov naenkrat. V navedenih študijah so uspešno pridobili odpornost na viruse v 
določeni vrsti kmetijskih rastlin, torej je CRISPR/Cas primerna metoda za inženiring rezistence 
na viruse v kmetijskih rastlinah, vsekakor pa izpostavljajo pomembnost optimizacije metod, 
pravilno izbiro vektorja in izbiro promotorja za nadzor izražanja sgRNA in Cas proteina v 
transgenih rastlinah. Z uporabo SpCas9 nukleaze so ciljali na DNA genom, odkritje nukleaze 
FnCas9 in novih nukleaz, kot sta Cas13 in Cas14 je omogočilo ciljanje na RNA genom. Študije 
so pokazale uspešnost CRISPR/Cas sistema v funkcionalnih analizah in metabolnem 
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inženiringu, kar nakazuje široko uporabo te tehnike in odpira nove možnosti aplikacije in 
potencial te metode. Kljub uspešnosti te tehnologije, so potrebne dodatne raziskave za potrditev 
varnosti, kar pomeni, da mora biti metoda natančna in z nizko frekvenco netarčnih mutacij. 
Omejitve genomskemu preurejanju predstavlja striktna regulacija na področju GSO, kar tudi 
otežuje komercializacijo GSO. Tehnične omejitve predstavlja zahtevnost in trajanje metode. 
Regulativo na področju transgenih organizmov so zaobšli z uporabo v naprej sestavljenega 
ribonukleoproteinskega kompleksa iz sgRNA in Cas proteina. Metode v biotehnologiji stremijo 
k izboljšanju kakovosti življenja, in se zoperstavljajo klimatskim spremembam in zagotavljajo 
varnost ter dostopnost hrane hitro naraščajoči populaciji, hkrati pa nam ponujajo rešitve in 
neizmerne izzive v prihodnosti. 
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